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 ゲノム編集法は、人工 DNA 切断酵素がゲノム上の特定の配列を認識して DNA に二本鎖切断 (DNA double-strand break: 
DSB)を導入することにより、標的遺伝子の破壊 (ノックアウト)や外来遺伝子の挿入 (ノックイン)を行う方法である。このうちゲ
ノム編集法を用いたノックインでは、導入された DSB が姉妹染色分体を鋳型として修復する相同組換え (Homologous 
recombination: HR)を利用して、外来遺伝子を挿入するのが一般的な手法である。しかしながら、この手法ではHR頻度が細胞
種によって著しく異なるため、高効率にノックインが可能な種類が限定される。また、ドナーベクターに1 kb程度の相同配列を
付与しなければならないため、構築に時間と労力を要する。そこで本論文では、HR とは異なった DSB 修復経路の一つである
Microhomologies-mediated end-joining (MMEJ)を利用した簡便かつ高効率なノックイン法を開発し、この方法を(Precise 
Integration into Target Chromosome) PITCh法と命名した。 
 MMEJは、DSB末端の近傍に存在する5−25bpの短い相同配列 (マイクロホモロジ )ーが連結することによって修復されるDNA
修復経路である。MMEJを利用したノックインで優れているのは、HRは細胞周期がS/G2期でしか生じないのに対して、MMEJ























 次に、現在最も汎用的に用いられる人工 DNA 切断酵素である clustered regularly interspaced short palindromic repeats 









 そこで、CRIS-PITCh 法に改良をすることにより、高効率かつ正確性が高い CRIS-PITCh(v2)法の開発を試みた。Xiong らは






現カセットのノックインを試みた。CRISPR/Cas9 ベクターと CRIS-PITCh(v2)ドナーベクターをHEK293T 細胞に導入したと
ころ、ドナー全体と発現カセットの両方で核小体に局在した緑色蛍光が確認された。また、これらのノックインの連結部の正確性








 以上の結果より、私は、MMEJ を利用して従来法より簡便で高効率なノックイン法である PITCh 法を開発することに成功し
た。今回のPITCh法によるノックインでは、5’ 側の連結部の正確性が 3’ 側よりも高いことがわかった。これは、5’ 側にフレー
ムシフト変異が生じると、その下流の挿入配列にコードされたpuromycin耐性遺伝子の機能が損なわれることが原因と推測され
る。3’ 側の連結部に正確な挿入を行うためには、MMEJ 関連遺伝子を共発現して、MMEJ 効率を上昇させるなどの改良が必要
と考えられる (Truong et al., 2013; Bennardo et al., 2009)。また、MMEJを含むDNA修復経路は互いに拮抗的に作用しているため、
他のDNA修復経路に関連する因子群の阻害も効率上昇に有効である可能性が考えられる。これらの改良によって正確性を高める
ことが実現できれば、PITCh法はヒト培養細胞における一般的なノックイン法として広く利用されることが期待される。 
